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هاي گوناگون کلرید جیوه بر مراحل تکوین جنین ماهی سفید بررسی اثر غلظت
  )Rutilus frisii kutum( دریاي خزر
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  چکیده
این پژوهش با هدف بررسی اثرات سمیت کلرید جیوه  .ها بر روند تکوین جنینی به ویژه آبزیان به اثبات رسیده استامروزه اثر آلاینده 

این تحقیق در شرایط آزمایشگاهی مرکز تکثیر وپرورش ماهی . صورت پذیرفت) Rutilus frisii kutum(بر مراحل تکوین جنین ماهی سفید 
 5با )  LC50( ساعت،براي تعیین سمیت کلرید جیوه 96مرحله اول به مدت. ی دو مرحله انجام شدط 1390سفید شهید رجایی ساري در سال 

هاي مختلف کلرید جیوه بر مراحل اثر غلظت). بدون کلرید جیوه(میکروگرم در لیتر و تیمار شاهد  200و100،150، 50، 20هاي تیمار با غلظت
 مرحله دوم در. میکروگرم در لیتر تعیین شده است41/102بر جنین ماهی سفید )  h96LC (میزان . تکرار انجام شد 3رشد و نمو جنینی در 

 با) LC50 جامعه %50ي هاي کشندهغلظت( به منظور بررسی میزان تاثیرکلرید جیوه بر  مراحل ارگانوژنز جنین درغلظتی کمتر از: روز 7مدت 

با بررسی مراحل جنینی و روش تحلیل آماري در  .تکرار انجام شد 3 در ,یمار شاهدمیکرو گرم در لیترکلرید جیوه و ت) 100و 50، 20(تیمار 3
 ثبت گردید %25/6، کلرید جیوه محلول در آب سبب تاخیر در مراحل تکامل وکاهش رشد در جنین گردید و میزان مرگ ومیر  ppb20تیمار 

کلرید جیوه محلول در  ppb50 در تیمار . و ستون فقرات مشاهده گردید خمیدگی در ناحیه دمی ،شاملها آنورمالی در اندام )%3-5/7( ایجاد و
 در و% 9/38کلرید جیوه    ppb 50میزان ناهنجاري در تیمار  .%5/49کلرید جیوه ppb100 ودر تیمار %25/30آب افزایش مرگ ومیر حدود 

ستون فقرات و ادم در کیسه زرده مشاهده  دگی در ناحیه دم وهاي جنین مانند خمیدر اندام آنورمالی .بود  %9/53کلرید جیوه ppb  100تیمار
  . شد

  
  .  ارگانوژنز ،جنین ماهی، کلرید جیوه، ماهی سفید :کلمات کلیدي

  

                                                
 .(khmohammadian52@yahoo.com(بات دار مکاتعهده *
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  مقدمه
هـاي پـرورش و   در تکثیر و پـرورش مـاهی، محـیط   

اي هسـتند کـه میـزان    کننـده کیفیت آب از عناصر تعیین
ــا و  ــدگی لاروه  ــ  بازمان ــاهی را تض ــاي م ــد بق مین درص

  ).Behra,1993( کند می
 سـبب  جمعیـت  رویه بی افزایش و صنایع پیشرفت

 هايپساب و وشهري صنعتی هايشده است تا فاضلاب

از قبیل  مختلفی، ترکیبات شیمیایی داراي که کشاورزي
 بـه  و شـده  آبـی  اکوسیستم وارد ،هستند سنگین عناصر

 شـوند،  مطـرح  خطرنـاك  حتی و مهم مسأله یک عنوان
 شـود نمـی  حـذف  و تجزیـه  هـا اکوسیسـتم  در کـه  زیـرا 

)Guliherm, et al., 2008(.  
 فـرد  بـه  منحصر فلزي جیوه ،فلزات سنگیندر بین 

 شـیمیایی  و فیزیکـی  اشکال داراي طبیعت در که است

 و جیـوه  شـیمیایی  ماهیـت  بـه  باتوجـه  .باشدمی مختلفی
 تـأثیرات  میـزان  فلـز  ایـن  معـرض  در گـرفتن  قرار زمان

  ).Weis,1997( اسـت  متغیـر  زنـده  موجـود  بـر  جیـوه 
 دریـا  و هـا رودخانـه  وارد کـه  هـاي صـنعتی  فاضـلاب 

 .باشـند مـی  جیـوه  از ترکیبات مختلفـی  حاوي شوند می
 و شـده  آب بـه آلـودگی   منجـر  آن ترکیبـات  و جیـوه 

 غلظـت  کـه  کـرده  ایجـاد  مـاهی  در مختلفـی  اثـرات 

  .شودمی موجب را ماهی مرگ نهایتاً آن از مشخصی
 هـاي مکانیسـم  بـر  آن اثـر  و هـا ینـده آلا شناسـایی 

 شمار به توکسیکولوژي علم مهم ازمسائل فیزیولوژیکی

 .رودمی

شناسـی در علـم   اطلاعات حاصل از آزمایشات سـم 
اکوتوکســیکولوژي تــأثیرات ایــن ســموم را در مراحــل  
مختلف زندگی بر جمعیـت ماهیـان آب شـیرین و دریـا     

یین نمـود کـه   توان تعنشان داده است و به این ترتیب می
 پتانسیل کدامیک از موارد آلاینده بیشتر و در چه میزان

 ,Cavas, 2008; Devlin( از حد مجاز مصرف قراردارد

2006; Diajomanolin, 2004; Dave, 1991; 
Westernhang, 1970; Weis,1977.(   ــه ــل اولی مراح

زندگی از مهمترین مراحل براي جمعیت ماهی است که 
شدت احتمال مـرگ  ه ب) ی و لارويجنین(در این دوران 

در ایــن مراحــل جنــین مــاهی بــه تغییــرات  . وجــود دارد
هــاي انســانی از قبیــل قرارگــرفتن در محیطــی و فعالیــت

 ;Perry, 1988( دار بسـیار حسـاس اسـت   محـیط جیـوه  

Chow, 2003.(  
دهـد کـه ترکیبـاتی از    مطالعات انجام شده نشان می

هاي مختلـف  تشوند به صورجیوه که به دریا حمل می
ــین ــأثیر مــی بــر روي لارو و جن ــدهــا ت ــد مانن -1: گذارن
کـم شـدن    -2)  پوسـته شـدن  (اي گسستگی غشاء زرده

کاهش بقـاء و زنـده    -3مرحله تفریخ و یا تاخیر در آن  
هاي مختلف جنـین و لارو   آنورمالی در اندام -4ماندن   

هـا و  آنورمـالی کرومـوزم   -6هـا   مهار فعالیت آنزیم -5
 ;Cavas, 2008( گر مشکلات فیزیولوژي و ژنتیکـی دی

Chow, 2003; Heath, 1995; Kapur, 1982; Perry, 
1988; Werlecar, 2008; Westernhang, 1970.(  

 ورود محل آن اطراف هايرودخانه و دریاي خزر

شــهریاري مقــدم، ( باشــدمــی هــاي کارخانجــاتپســاب
زمسـتان  ریزي یا طرفی این منطقه محل تخم از و )1387

بـا  . گذرانی برخـی ماهیـان از جملـه مـاهی سـفید اسـت      
توجه به اینکه مراحل جنینی ماهی از مراحل حسـاس بـه   

تـوان از آن بـه   مواد آلاینـده موجـود در آب اسـت مـی    
شاخص حساس براي ردیابی تأثیرات سمی جیوه عنوان 

بررسی تأثیر جیوه  بنابراین. ها استفاده شوددر اکوسیستم
ن بر مراحل رشد و نمو جنینی ماهی سـفید  ترکیبات آ و
 حـائز اهمیـت   عنوان یک نمونـه تجـاري و اقتصـادي   به

  .است
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ــا هــدف بررســی،   دســته تســت  2در ایــن تحقیــق ب
سمیت کلرید جیوه بر روي جنین ماهی سـفید بـه شـرح    

  . زیر به اجرا درآمد
که تعیین غلظت یـا تعـین   )h 96(تست سمیت حاد  -1

  ها از جنین% 50مرگ 
ــ -2 ــوه روي   تســت س ــأثیر جی ــایی ت ــراي شناس میت ب

  هابقاء و رشد جنین -هاآنورمالی اندام
  

 هاروش و مواد
  نیاز مورد لوازم و شیمیایی مواد

 ،قیــق از ترکیــب شـیمیایی کلریــد جیــوه در ایـن تح 
وسایل جانبی مانند سـنگ  (، آکواریوم تخم ماهی سفید

 ،گـرم 0001/0 ، ترازوي حساس با دقـت )هواهوا و پمپ
pH نج شــرکت  سـ ـHoriba   اســـتریو ، ســاخت آلمــان

 ،Nicon-SMZ1000,japonفتومیکروســــکوپ مــــدل 
  .مایر استفاده شدارلن

بـر  ) LC50(1*تعیین سمیت حادکلرید جیوه: تست اول
   روي جنین ماهی سفید

هاي لقاح یافته مـاهی سـفید از مرکـز پـرورش     تخم
انجـام   هاماهی سفیدشهید رجایی ساري تهیه و آزمایش

در . انجـام شـد   ٢ .O.E.C.D) 1998( روش قطب ـ شـده 
بـوده و   )static(سـاکن  ها به صورتآزمایش این روش

در آن محلول آزمایش در طـول انجـام آزمـایش ثابـت     
 فیزیکـی،  فاکتورهاي آزمایش، مدت تمام در. باشدمی

 شـده  بررسـی  اکسیژن حرارت و میزان ، pHشیمیایی و

  ).1 جدول( است

                                                
1 Lc50  = از % 50ساعت سبب مرگ  96غلظتی از سم که در مدت

  شودها میماهی
2 OECD = short-term toxicity test on embryo and 

sac-fry stages  

 گـراد سـانتی  درجـه  15+1 آزمایشگاه محیط دماي

تـاریکی    سـاعت 11 و روشـنایی  محـیط  در ساعت 13و
  .بود

  
   آب شیمیایی فیزیکی و فاکتورهاي :1 جدول

 پارامتر مقدار

  ي حرارتدرجه  گرادي سانتیدرجه1±15
  ن محلولژاکسی  لیتر/گرم میلی 5همواره بیشتر از 

135/0±456/7  PH  
  EC  سانتی متر/میکرموس 0205/0±3575/0
  سختی کل  لیتر کربنات کلسیم/گرممیلی 56

  قلیائیت کل  لیتر/ گرم میلی  33/125
  فسفات  لیتر/گرممیلی  85/0
لیتر/گرممیلی  8/ 43   نیترات 
 نیتریت  لیتر/میلی گرم 86/0

  
 20 هـاي گـروه  به هاي لقاح یافته ماهی سفید،تخم

 درمعــرض و آب تــایی و هــر گــروه در یــک لیتــر 

 ، ظروفی .گرفتند کلرید جیوه قرار مختلف هاي غلظت

عنوان   به ، بود صفر برابر  آن در کلرید جیوه غلظت که
هـاي  ظروف یعنی گروه بقیه به .شد گرفته نظر در شاهد

 20 0، 150 ، 100 ، 50 ،20هايترتیب غلظت تیمار  به

 .شد اضافه ب آ لیتر هر ازاي به کلرید جیوه گرممیکرو
 دورة طی. ر سه بار تکرار شدهاي تیماازمایش در گروه

 هـوادهی  یکسـان  بـه  طـور   ايظـروف شیشـه   آزمایش،
  .شدند

 24 هـر  صـورت  بـه  روز 4 طـی  ،ايظـروف شیشـه  
 مـورد بررسـی   مشـخص  سـاعت  یکبـار و رأس  سـاعت 

شـد   ثبـت  هـا ماهی میرجنین مرگ و و مقدار قرارگرفته
  ).1386، ناجی(
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روز  7تســت ســمیت برمورفولــوژي در مــدت : 2تســت 
  ی ماهی سفیدجنین

هاي لقـاح یافتـه را درظـروف    تا از تخم  240تعداد 
-LC50 )20-50هـاي پـایین تـر از    شبیه ویس با غلظت

تیمـار و شـاهد و هـر      3آزمایش بـا  .ر داده شدقرا )100
ــا   ــورد ب ــد  3م ــام ش ــرار انج ــین از  .تک ــم مع ــدار حج مق

بــه  کلریــد جیــوه توســط پیپــت برداشــته و هــاي غلظــت
. لیتري آب شیرین اضافه شد 1م اي با حجظروف شیشه

 طی. عدد تخم لقاح یافته اضافه شد 20در هر آکواریوم 

 هوادهی یکسان به طور ايآزمایش، ظروف شیشه دورة

تـا قبـل از مرحلـه     اياز هر یک از ظروف شیشـه . شدند
هاي مشخص جنینی ماهی سـفید  ها در زمانتفریخ نمونه

 دارچشـم ، زدنچشـم ، زایـی انـدام ، گاسترولا، بلاستولا(
به طور تصادفی انتخـاب شـده و سـپس      )1376 ،بهزادي

توسط سوزن تشریح  جنـین از غشـاء تخـم خـارج و یـا      
اسـتیک قـرار داده و پـس از شـفاف شـدن      تخم در اسید

ــین  ــوب دورب  ,Nicon-SMZ1000(دارزرده، توســط ل

japon (  بـرداري  عکـس  مشـاهده و  1000 بـا بزرگنمـایی
یسه زمان مراحل جنینی اطلاعـات  انجام شده و براي مقا

هـاي  در نهایت از جنین. شودبه صورت جدول رسم می
روز (زده اي در مرحله چشـم مانده در ظروف شیشهباقی

ها به صـورت تصـادفی انتخـاب شـده و     ، جنین)جنینی7
ــا  بــرداريپــس از عکــس ، نــوع آنورمــالی مشــخص و ب

طول نیـز  گیري اندازه axsio vition افزار فتوشاپ و  نرم
  .انجام شد

  
  روش آماري

 افـزاري از برنامـه نـرم    کشـنده  سـمیت  تعـین  جهت
SPSS  روش آماري probit Analysis   نمودارها مـورد

 وجود نمودن جهت مشخص. تجزیه تحلیل قرار گرفت

در میزان  مـرگ و   دار معینی اختلافات وجود عدم یا و
 واریانســی تجزیــه از جنــین طــول میــر وتغییــرات

(ANOVA)  هايوآزمون  LSDشد استفاده.  
  

 نتایج
هاي متعدد بر روي مراحل تکوین با انجام آزمایش 

محدودة کشندگی کلرید جیوه بـین   جنینی  ماهی سفید،
در نهایـت  . تعیـین شـد  ) میکروگرم در لیتـر 150تا  100(

 24نتایج در هر  هاي اصلی در سه تکرارانجام وآزمایش
ــف ســاعت در غلظــت -150-100-50-20(هــاي مختل

ــدت  ) 200 ــه م ــاعت  96و ب ــینس ــايجن ــده  ه ــف ش  تل
 .شمارش وثبت شد

هاي تعیین شده وبـا  با تعیین میانگین تلفات در زمان
اســتفاده از معادلــه خــط و رگرســیون وتعیــین ضــر یــب 

ساعت  و  24همبستگی بین غلظت و مرگ و میر در هر 
 96در  LC50در نهایت مقـدار   ، LC50با رسم نمودار  

میکروگرم در لیتر  محاسبه ودر جدول   41/102ساعت  
  .ثبت شد )2(

 
  ساعت 96در مدت  LC50تعیین مقدار  :2 جدول

  ساعت24  ساعت48  ساعت72  ساعت96
  غلظت کشنده

  میکرو گرم بر لیتر
  نام سم

41/102  25/109  831/123  598/182  LC50 کلرید جیوه  
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  سفیدجنین هاي ماهی % 50میزان سمیت کشنده در  :1شکل

  
تاثیر کلرید جیوه بر روي مرگ و میر جنین ماهیان 

که مرگ طوريه ب ،هاي مختلف متفاوت بودهدر زمان
در داخل . یابدها با افزایش زمان کاهش میو میر جنین

ساعت تعداد بسیار  96اي شاهد پس از ظروف شیشه
در  .جنین تلف شده و سفید شدند% 1 اندکی، تقریباً

ها مردند از جنین %75/6م در لیتر، میکروگر 20غلظت 

ها جنین %25/30میکروگرم در لیتر  50در غلظت  و
 %5/49میکروگرم در لیتر  100 ،در غلظت تلف شده و

در غلظت  و %75میکروگرم در لیتر  150در غلظت  و
و  تلف شدهها از جنین% 55/89میکروگرم در لیتر  200

  .سفید شدند

  

  
  

  ها در غلظتمیر جنین تغییرات مرگ و :2 شکل
  

  روزه 7نتایج  تست - 2
ثبت شده در مراحل  نتایج حاصل از بررسی تصاویر

تشـکیل   ،انـدام زایـی   مـورولا گاسترولاسـیون،  (مختلف 

دهد که کلریـد جیـوه   می نشان )چشم، روز هفتم جنینی
ر خصـوص د ه جنینـی و ب ـ  سبب تاخیر در مراحل تکامل

  .شودمی )ییزاگاسترولا و اندام(مراحل اولیه 
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هـا،  همچنین با افزایش غلظت کلرید جیوه در جنین
. یابـد هاي جنین نیز افـزایش مـی  میزان آنورمالی در اندام

 50میـزان آنورمـالی در غلظـت     ،)3( باتوجه بـه  نمـودار  
ــر حــدود    100در غلظــت  و) 9/38(%میکروگــرم در لیت

آنورمـالی  . گیري شـد هانداز%) 9/53(میکروگرم در لیتر 
میکروگرم در لیتر نسـبت بـه گـروه     100و 50غلظت در 

  .)>p 001/0( شاهد افزایش قابل توجهی دارد
میکروگـرم در لیتـر    20 میزان آنورمـالی در غلظـت  

بوده که تفاوت قابل توجهی نسبت بـه  ) 3-5/7(%حدود 
 )2( بـا توجـه بـه جـدول    .  گروه کنتـرل نشـان داده نشـد   

شـامل عـدم    هـا بیشتر آنورمـالی مشـاهده شـده در جنـین    
ــدگی انتهــاي دم  بدشــکلی  ســتون  -تشــکیل ســر، خمی

  .فقرات است
  

  هاي مختلف کلرید جیوهناهنجاري در غلظت: 3جدول 
  ناهنجاري دیده نشد  شاهد

20  
هــا داراي خمیــدگی دمــی و بــد شــکلی ســتون  جنــین
  فقرات

50  
ادم در  –بــد شــکلی ســتون فقــرات  -خمیــدگی دمــی

  کیسه زرده 

100  
خمیـدگی  –کرانیـو سـفالی   -دیسک بد شکلی بلاستو

  عدم تشکیل قلب -بد شکلی ستون فقرات  -دمی
  

  
  هاي مختلف کلرید جیوهغلظتتغییرات ناهنجاري با  :3 شکل

نتایج حاصـل  از بررسـی ماکروسـکوپی تیمارهـاي     
تحت تاثیر کلرید جیوه حاکی از وجود ناهنجاري هـاي  

ز بطوري کـه پـس ا  .در جنین هاي تحت تاثیر بوده است
ــت    96 ــا غلظ ــین ب ــاعت در جن ــا  20س ــه ش ــبت ب هد نس

ــه خمیــدگی انتهــاي دمــی و ادم کیســه  ي زرده نســبت ب
  .)5و4شکل( گروه شاهد مشاهده شد

  

  
)  ساعته96(12در مرحله-جنین شاهد ماهی سفید: 4شکل

  )X10(بزرگنمایی
  انتهاي دمی- 3کیسه زرده   -2جام بینایی -1

 

  
  )ساعته96(12حلهدر مر -20سفید جنین ماهی :5شکل

  )X10(-ادم کیسه زرده-2خمیدگی انتهاي دمی و-1
  

هــا در در عـین حــال وجـود ناهنجــاري در سـایر دز   
ساعته مشاهده گردید به طوري که بـا افـزایش    96زمان 

عـدم   ي زرده،هـاي همچـون ادم کیسـه   ها ناهنجـاري دز
 شـــودخمیـــدگی انتهـــاي دمـــی دیـــده مـــی رشـــد دم،

  .)7و6شکل(

1 
2 

3 

1 
2 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
23

54
5.

13
92

.7
.2

.8
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

qu
de

v.
lia

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
15

 ]
 

                             6 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23223545.1392.7.2.8.9
https://aqudev.liau.ac.ir/article-1-91-fa.html


 93  ... هاي گوناگون کلرید جیوه بر مراحل تکوینبررسی اثر غلظت

  
  )ساعته96( 12در مرحله-50 یرازجنینتصو: 6 شکل
 )X10(عدم رشد دم -2 -ادم کیسه زرده-1

  
 -1 ،) ساعته96(12در مرحله-100جنین ماهی سفید در: 7شکل

تاخیر در تشکیل سروجام بینایی   - 2-خمیدگی انتهاي دمی
)X10(  

  
 15مرحله (  7روز در   هاي ماکروسکوپیبا بررسی

اثیر کلرید جیوه قـرار  که تحت ت20هاي ز تیمارا) جنینی
هـاي ماننـد خمیـدگی    داشتند حاکی از وجود ناهنجاري

شکل نسبت به جنین شاهد دیده  cانتهاي دمی و پیچش 
  ).8شکل ( شد

  

  
  )X10)  (جنینی  7د ر روز-جنین شاهد ماهی سفید: 8 شکل

هاي چشم ها باپیگمان -3دم رشد یافته  -2قلب مشخص -1
  مشخص

ــا  ــود ناهنج ــین  وج ــاي ري در دزهمچن  100و 50ه
ــه در دز     ــوري ک ــه ط ــد ب ــده ش ــه 50دی  15ي در مرحل

هاي دز عدم تشکیل دم و در جنین ،خمیدگی انتهاي دم
 ،رحله ناهنجاري چون عدم تشکیل قلبدر همین م 100

ي دمی و عدم تشکیل دم ایراد در ستون فقرات در ناحیه
  ).11و10 ,9شکل ( شودمیدیده 

  

  
  جنینی 7درروز - 50فیددر جنین ماهی س: 9 شکل

-ادم کیسه زرده-3–دم رشد نیافته  - 2- خمیدگی انتهاي دمی-1
  )X10(سر کوچک  -4

  
  

  )7.5-7(15در مرحله-100جنین ماهی سفید در: 10شکل
 )X10(- ایراد در ستون فقرات در ناحیه دمی - 2 –عدم تشکیل قلب  - 1

 
  
  
  
  
  

  

  جنینی 7در روز - 100جنین ماهی سفید در : 11شکل
-3ایراد در ستون فقرات در ناحیه دمی-2عدم تشکیل قلب  –1

  )X10(-بد شکلی در سر- 4عدم تشکیل دم 

1 

2 

1 

2 
 

1 

2 

3 

1 

2 3 4 

1 

2 

1 

2 

3 
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دهـد کــه  نشـان مـی   LSDنتـایج آزمـون تشخیصـی    
 شـاهد یکسـان و   و 20هـاي  میزان ناهنجـاري در غلظـت  

ــروه  ــن گ ــزان ناهنجــاري در ای ــا ممی ــزان ه ــاوت از می تف
  .است 100و 50هاي  ناهنجاري در غلظت

  
  ایج حاصل از بررسی طول جنیننت

متـر  میلی 71/5در تیمار شاهد  هامیانگین طول جنین
 18/5میکروگــرم در لیتــر    20ر تیمــار د تعیــین شــد و 

میکروگرم در  50هاي تیمار متر و اندازه طول جنین میلی
ي طـول  عـدد انـدازه   .گیري شدهمتر اندازمیلی 12/4لیتر 

ــین ــر ل میکروگــرم در 100هــاي تیمــار جن ــر براب  76/3یت
 دسـت آمـده،  ه هـاي ب ـ  با مقایسه انداز .متر ثبت شدمیلی

هاي موجود در غلظت هاي شاهد و جنینبین طول جنین
 ،جنینــی 7لیتــر کلریــد جیــوه در روز  گــرم درمیکرو 20

  .قابل توجهی وجود ندارد تفاوت

*
** ***

0
1
2
3
4
5
6

شاهد  غلظت 50 غلظت   20 غلظت100

جنینی 7ی سفید در روز هاي ماهرابطه اندازه طول جنین :12شکل
  باغلظت

  
  بحث

 در متـداول  مسائل از یکی زیست، محیط آلودگی

 ایـن  مهـم  بسـیار  مـوارد  از سنگین فلزات که، دنیااست

 به منجر صنعتی هايپیشرفت. رودمی شمار به آلودگی

 شـوند هـا مـی  اکوسیسـتم  در هـا آلاینـده  نشـر  افـزایش 
)Diagomanolin, 2004.(   

د سـنگین از جملـه ترکیبـات    هاي آلوده به مـوا آب
تاثیرات نامطلوبی بر مراحل رشـد و نمـو جنـین و     ،جیوه

ترکیبـات  ). Arabi, 2004(کنـد  ها ایجاد مـی لارو ماهی
کی هاي بیولـوژی آور بر سیستمجیوه، سبب تغییرات زیان

و در نهایت افزایش ) تولید مثلی ،تنفسی، عصبی، ایمنی(
 ;Verlecar, et al., 2008( شودمیر آبزیان می مرگ و

Guilherme, et al., 2008; Dave and Xiu, 1991(  .  
ســاعته بــراي تعیــین غلظــت  96بــا انجــام آزمــایش 

بـر  )  LC50( ایـن غلظـت   میـزان ، هااز جنین %50کشنده 
میکـرو   41/102 سـفید دریـاي خـزر حـدود     جنین ماهی

امـا اثـر سـمیت جیـوه بـر جنـین       . گرم در لیتر تعیین شـد 
 1/48حـدود    Huangتوسط 2010ماهی فلاندر در سال 

  .میکرو گرم در لیترتعیین شد
مطالعات اخیر نشان می دهد که اثر سمیت جیوه بـر  

در جنـین   LC50هـاي مـاهی سـفید بیشـتر از میـزان      جنین
همچنین میـزان سـمیت کلریـد جیـوه     . راستماهی فلاند

 Etheostoma spestabile(Orangerthroat(بر مـاهی 

darter  که از ، گرم در لیتر تعیین شدمیکرو 5/64حدود
میزان سمیت کلرید جیـوه بـر جنـین مـاهی سـفید کمتـر       

 fish Killمیزان سـمیت کلریـد جیـوه بـر مـاهی       . است

(Fundulus hetroclitus)   گـرم در  میکرو 4/67حدود
کـه از   به طـوري  ).Sharp and Neff, 1992( لیتر است
 )Paralichthys olivaceus( مــــاهی LC50مقــــدار 

Flander این تفاوت  .است از ماهی سفید کمتر بیشتر و
مربـوط بـه کیفیـت مـواد مصـرفی و      در نتایج می توانـد  

در تحقیق حاضـر   هاي آزمایشگاهی متفاوت باشدروش
 هــاي مــاهی ســفید حــدود بــراي جنــین   LC5096hاثــر  

میکروگرم در لیتر است  و اثر این سـم بـر روي   41/102

لی
ب می

حس
 بر 

ین 
 جن

ول
ط

متر
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ــدود     ــاهی ح ــن م ــاي ای ــر   86لاروه ــرم در لیت میکروگ
این تقریبـاً  ). 1387شهریاري مقدم، (گزارش شده است 

ــزان    ــا میـ ــدازه بـ ــم انـ ــاهی   LC50هـ ــرلارو مـ ــوثر بـ مـ
Haddock(Melanogrammus aeglefinus)  98حدود 

 LC50و نسبت به US EPA, 1982)  (گرم در لیترمیکرو
 ,Huang( گرم در لیتر بیشتر استمیکرو 46ماهی فلاندر

2010 .(  
ــ ــی  نت ــان م ــر نش ــه حاض ــل از مطالع ــد، ایج حاص  ده

هـاي  هاي ماهی سفید نسـبت بـه غلظـت   حساسیت جنین
زیـرا تخـم   . متفاوت جیوه کمتر از مرحله لارویی اسـت 

پوشـش غشـاء جنـین محافظـت     در مرحله جنینی توسط 
  .شوندیم

 ــ عنــوان آلــودگی ه عـواملی چــون فلــزات ســنگین ب
تأثیراتی بر راندمان تکثیر و درصد بقا لاروهـا و   ،زیستی

ــت    ــته اس ــاح گذاش ــی درصــد لق ــوین و حت  مراحــل تک
ــعبانی(  Cavas, 2008; Samson and؛ 1383شـ

Shenker, 2000; Perry, et al., 1988.(  

Samson  وShenker ــال  در ــاثیرات  2000ســـ تـــ
 Danio  میـرجنین  نامطلوب جیوه را بر میـزان مـرگ و  

rerrio 20در این تحقیق مرگ  .مورد بررسی قرار داد-
ساعت اولیه پس از لقـاح بـوده    8مدت  ها درجنین% 15

 .است

این موضوع که  تایید ،نتایج حاصل از تحقیق حاضر
ایش افـز  میر در ساعات اولیه بوده و بـا  بیشترین مرگ و

 را، یابـد میـر کـاهش مـی    ها میزان مـرگ و سن در جنین
  .  کندثابت می

ــی در     ــوه حت ــرض جی ــرفتن در مع ــین قرارگ همچن
ــایین مــی غلظــت ــد ناهنجــاريهــاي پ ــی توان هــاي ریخت

ها و لاروهاي ماهی افزایش بدهـد  گوناگون را در جنین

(Weis and Weis, 1977).      نتـایج تحقیـق حاضـر نیـز
 .کندیید میمطالعات فوق را تا

نــامطلوب  تــاثیرات Weisو   Weis،1977در ســال 
 Fundulusهـــاي مـــاهیکلریـــد جیـــوه را بـــر انـــدام

hetroctitus      در ایـن تحقیـق    .مـورد بررسـی قـرار داد
هـاي  ناهنجـاري  ،کلرید جیـوه سـبب   /.mg/dm 1غلظت

بـد شـکلی جمجمـه و سیسـتم     -Cyclopia  2عارضه -1
عروقـی شـده کـه    -ناهنجـاري سیسـتم قلبـی    -3اسکلتی 

  .باشدنتایج این مطالعه مشابه نتایج تحقیق حاضر می
ــی  ــال  Shenker و Samsonدر تحقیقـ  2000در سـ

مـاهی   هـاي جنـین  اثرات سمی کلرید جیـوه را بـر انـدام   
بــدفرمی  ،در ایــن آزمــایش .بررســی کردنــد يگــورخر

هـایی کـه   جنـین ها و خمیدگی انتهاي دم در ستون مهره
قـرار   (CH3HgCl)د متیـل جیـوه   کلری µg30در معرض 

نتـایج ایـن مطالعـه مشـابه نتـایج      . داشتند به اثبـات رسـید  
 .باشدتحقیق حاضر می

ــکل در       ــر ش ــرات و تغیی ــتون فق ــکلی در س ــد ش ب
ــاهی   آرواره ــین م ــاي جن  Pimephales peroelas)( ه

ــی  µg25وقتــی در معــرض  ــرار م ــوه ق ــرد، ظــاهر جی گی
ها راد در میوتوممحقق علت این ناهنجاري را ای .شود می

  .(Devlin, 2008)اعلام کرده است 
 Greenو Heisingerتوسـط  1975تحقیقی در سـال  

 در این آزمایش لاروهاي تکامل یافتـه مـاهی  . انجام شد
)Oryzias tatipes( دار بــدنی شــبیه هــاي جیــوهدر آب

نتـایج   .داشته وقادر به حرکت باله دمی نبودنـد  Cحرف 
ــن م ــایج   ای ــابه نت ــه مش ــین  طالع ــر جن ــق ب ــايتحقی  20ه

  . باشدمیکروگرم در لیتر مطالعه حاضر می
ــین  ــتر جن ــنگین   در بیش ــزات س ــرض فل ــاي در مع ه
 .شـود  اسکلت بـدن و سـردیده مـی    عارضه آنورمالی در

این  .مواد سنگین ممکن است سبب مو تازن اکتین شوند
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 بر اکتین به اثبات رسیده است BAPتئوري در مورد اثر 
)Kocan and Landot, 1984; Hannah, et al., 

1982.(  
اثـــرات مخــــرب   Weisو  Weis، 1977 در ســـال 

 KilliFish )Fundulus کلریـــد جیـــوه را بـــر مـــاهی

hetroctitus( در ایــن آزمــایش عارضــه  .بررســی کــرد
تحقیقـی دیگـر در سـال     .سیکلوپیا در چشم اثبـات شـد  

  heteroclitusهدف تاثیر کلرید جیوه بر ماهی  با 1975
F.سـر   هایی بـا چشـم و  در این آزمایش جنین .م شدانجا

  .ناقص مشاهده شدند
ــال   ــی در س ــط  1976تحقیق و Westernhagenتوس

هـاي مـاهی   در این آزمـایش جنـین  .ان انجام شد همکار
C.harengus    ــه زرده ــوه، داراي کیسـ ــود در جیـ موجـ

فلزات سـنگین از جملـه    .بزرگتري نسبت به شاهد بودند
تفاده جنین از مواد داخل کیسـه  کادمیوم و جیوه مانع اس

ــی ــین  .شــودزرده م ــن جن ــابرین در ای ــه زرده بن ــا کیس  ه
  .بزرگتر و رشد جنین بسیار کمتر از شاهد است

در مطالعه اخیر بدریختی انـدامی نظیـر تغییـر شـکل     
ستون فقرات جنین در تخـم و پـیچش و انحنـاء دم و یـا     

 ادم کیسـه  ،)تخریب سـر (عدم تشکیل دم، کرانیوسفالی 
زرده و ناهنجاري در تشکیل عدسی و نکروتیـت شـدید   

ــین  در ســلول ــده شــد خاکســتري در چشــم جن ــا دی . ه
بدشکلی ستون فقرات و بد خلقتـی دم از بیشـترین نـوع    

ه تغییـر شـکل سـتون فقـرات ب ـ    . ها بودآنورمالی در اندام
هایی که عنوان یکی از رفتارهاي پاتولوژیستی بین ماهی

م مـواد شـیمیایی شـامل فلـزات     در نواحی آلوده به سیست
  ; Hannes and Shenker , 2008( شـود است بیان می

Cheng, et al., 2000.(  
 به گـروه هـاي سـولفور    Hgي فلزي همچون هایون

)SH-(  هایی چون سیستئین وگلوتاتیون متصـل  پروتئین

هـا و  شده و سبب غیر فعال کردن مقدار زیادي از آنزیم
جیـوه و کـادمیوم بـه     .شـود میاین ترکیبات بیولوژیکی 

ماننـد کـالمود لـین متصـل      ،هاي اتصالی کلسـیم پروتئین
شــده و جــایگزین کلســیم شـــده و ســبب تخلیــه یـــا      

فسـفر و یـا کـاهش     ، مانند کلسیم وییهاآزادکردن یون
ــراي       ــر دو ب ــه ه ــر دو ک ــا ه ــوتین و ی ــوزین و می در می

 Olivera, et( شونداند، میگیري طبیعی اندام لازم شکل

al., 2002;  Behr, 1993( .  
شـــدت   در مطالعـــات اخیـــر افـــزایش تعـــداد و   

 ،ها در جنـین مـاهی سـفید بـا افـزایش غلظـت       آنورمالی
چنــین گزارشــاتی از دیگــر فلــزات  .رابطـه مســتقیم دارد 
ــادمیوم و   ــد کـ ــز Copperماننـ ــت  نیـ ــده اسـ ــه شـ  ارائـ

)Bagdonas and Vosyliene, 2006; Dave and 

Xian, 1991; Chow, 2003; Kapur and Yadav, 
1982; Mori, 1979(.  

عنوان یکی از موارد حسـاس و  ه رشد ماهی اغلب ب
شـمار  ه ب) سمیت(مورد توجه در آزمایشات زهرشناسی 

  . رودمی
ــی،   ــل دتوکس ــنگین مراح ــزات س ــدن  ( فل ــابود ش ن

بنـابراین مـاهی سـمی شـده بـه      . دکن ـرا فعال مـی  )انرژي
 .کندمصرف می ترین انرژي براي رشدکم  Hgهاي یون

 تواند منجر به کاهش رشد شوداز دست دادن انرژي می
)Huang, et al., 2010; Jezierska and witeska, 

2001.(   
ــط   ــی توس ــال   Petersonتحقیق ــارانش در س وهمک

ــاهی  1983 ــر م ــاثیر  .انجــام شــد Atlantic Salmonب ت
مخرب کلرید جیوه بر کاهش رشد جنین ماهی بررسـی  

و  است که جیـوه مـانع مصـرف زرده     محقق معتقد .شد
همچنین تحقیقـات   .شوددر نتیجه سبب کاهش رشد می

 1974 در ســالو همکــاران Nebeke مشــابه توســط 
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درهمان سال انجام شد، کـه نتـایج    Johnsonو  Halterو
در  .دست آمـده  مشـابه بـا تحقیـق انجـام شـده اسـت       ه ب

تـاثیر نـامطلوب    1978 در سال Hodsonو Bluntتحقیق 
آلا بررســی جیــوه را بــر میــزان رشــد جنــین مــاهی قــزل 

ها رشد کمی داشـته  در این آزمایش بیشتر جنین .کردند
ــد   و ــده ش ــز دی ــکلتی نی ــیب اس ــن   .آس ــت ای ــق عل محق

ناهنجاري را اثر کلرید جیوه بر ممانعت از استفاده جنین 
  . از مواد کیسه زرده بیان کرده است

 ــ  ــه رش ــرژي را ب ــاهی در حــال رشــد ان ــین م د و جن
وقتـی  . دهـد هاي فیزیولوژي اختصـاص مـی  تشکیل اندام

ي انرژي توسـط مـواد مخـرب رو    جنین با افزایش هزینه
شود، میزان انرژي را که مربوط به رشد اسـت را  برو می

 شبیه یک هموسـتازي اسـت   دهد و این دقیقاًکاهش می
)Houck, 2004 .(   ــابه ــات، مش ــل از مطالع ــایج حاص نت

  .تحقیق حاضر است
کـرد کـه    بیـان  تـوان مـی  کلی گیرينتیجه عنوان به

 41/102بـــراي جنـــین مـــاهی ســـفید     LC50میـــزان 
 مـورد  هـاي غلظـت  در میکروگرم در لیتر تعیـین شـد و  

هاي مورفـو لـوژي  و   آسیب) ppb100-50-20 (مطالعه 
گـرم  میکرو 20رشـد دیـده شـد کـه در غلظـت      کاهش 

 بـا کمترین مرگ و میر و ناهنجـاري مشـاهده شـد کـه      

  .یابندمی شدت دوز فزایشا
   خــزر دریــاي آب در جیــوه میــزانق تحقیــ در

ppb 5/4  میزان این). 1370، بهزدادي(شد  گیرياندازه 

  حاضـر  تحقیـق  تیمـار پـایین   در جیـوه  از انـدازه  کمتـر 
 ppb 20 وجود گرچه که گفت توانمی بنابراین است 

 براي درازمدت در خزر دریاي آب در جیوه میزان این

 هـاي آسـیب  حـد  امـا  نیسـت  تـأثیر بـی  سـفید   نماهیـا 

  .باشد ناچیز بسیار تواندمی شده مورفولوژي ایجاد
  

  سپاسگزاري
از پرسـنل محتــرم مرکــز تکثیــر و بازســازي آبزیــان  
شهید رجایی ساري و سایر دوستانی که در اجـراي ایـن   

  .پروزه ما را همراهی کردند نهایت سپاس را داریم
  

  منابع
رشـد و نمـو جنـین    مطالعـات   .1370، .بهزادي، ص .1

نامـه کارشناسـی ارشـد، دانشـگاه     پایان. ماهی سفید
ــمال  ــدتهران شـ ــلامی واحـ   ص.ص  140 ،آزاد اسـ

22-15. 

ــعبان .2 ــ .1383 ،.ش ،یشــ ــانــــدازه گ یبررســ  يریــ
 کیــولوزیزیبــر روي عملکردف نیســنگ رفلزاتیتــاث
 ینامـه کارشناس ـ  انی ـ، پا یاسـتخوان  انیماه ي هیکل

 واحـد تهـران شـمال،    یمارشد دانشـگاه آزاد اسـلا  
  .14-12ص

ــدم  .3 ــهریاري مقــ ــتو  . 1387 ،.م ،شــ ــرات هیســ اثــ
ــر        پــاتولو ــر آلــی محلــول در آب ب ژیــک جیــوه غی

ــت    ــفید در غلظ ــاهی س ــش م ــین  LC50آبش ، دوم
  .همایش مهندسی محیط زیست

کبالــت در کلریــد LC 50تعیــین .1385، .نــاجی، ط .4
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7. Behra. R., 1993. In vitro effects of 
cadmium zinc and lead on calmodulin-
dependent actions in Oncorhynchus 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
23

54
5.

13
92

.7
.2

.8
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

qu
de

v.
lia

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
15

 ]
 

                            11 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23223545.1392.7.2.8.9
https://aqudev.liau.ac.ir/article-1-91-fa.html


 1392تابستان ، دوم، سال هفتم، شماره توسعه آبزي پروريمجله   98

mykiss, Mytilus sp and Chlamydomonas 
reinhardtii. ArchEnviron Contam Toxicol 
24, pp. 21–27. 

8. Coad, B.w., 2000. Criteria for assessing  
the  conseration status of taxas applied to 
Iranian fresh waterfishes biologia  , 
Bratislava 55, pp. 539-557. 

9. Cavas, T., 2008. In vivo genotoxicity of 
mercury chloride andlead acetate: 
micronucleus test on acridine orange 
stainedfish cells. Food Chem Toxicol 46, 
pp. 352–358. 

10. Chow, ESH., Cheng,  SH., 2003.  
Cadmium affects muscle type 
development and axon growth in zebrafish 
embryonicsomitogenesis.Toxicol.Sci73, 
pp. 149–159.  

11. Cheng, SH., Chan, PK., 2000. Cellular and 
molecular Basis of cadmium-induced 
deformities in zebra fishembryos. Environ 
Toxicol Chem 19,  pp. 3024–3031. 

12. Dave, G., Xian, R., 1991. Toxicity of 
mercury, copper, nickel, lead, and cobalt 
to embryos and larvae of zebra, Environ 
Toxicol Chem12, pp. 186-192. 

13. Devlin, EW.,  2006. Acute toxicity, uptake 
and histopathology of aqueous methyl 
mercury to fathead minnow embryos . 
Ecotoxicol 15, pp. 97–110. 

14. Diagomanolin, V; Farhang, M; Ghazi-
Khansari, M., and Jafarzadeh, N., 2004. 
Heavy metals (Ni, Cr, Cu) in the Karoon 
Waterway river, Iran. Aquatic Toxicology. 
50, PP. 63-68. 

15. Guilherme, M.,  Válega, M.E. Pereira, 
M.A. Santos and M. Pacheco b., 2008. 
Erythrocytic nuclear abnormalities in wild 
and caged fish (Liza aurata) along an 
environmental mercury contamination 
gradient, Ecotoxicol. Environ 70, pp. 411–
421. 

16. Hannah, J.B., Hose, J.E., Landolt, M.L., 
Miller, B.S., Felton, S.P., andIwaoka, 
W.T. 1982. Benzo (a) pyrene induced 
morphologicand developmental 
abnormalities inrainbow rout. 
Arch.Enuiron.Contam.Toxicol.11, pp. 
727-734 

17. Hannes, R.,  Shenker,  J.,  2008.  Acute 
lethal and teratogenic effects of tributyltin 
chloride and copper chloride on mahi mahi 

(Coryphaena hippurus) eggs and larvae, 
Environ. Toxicol. Chem. 27,  pp.  2131–
2135 

18. Halter, M.T., andJohnson, H.E., 1974. 
Acute toxicities of a polychlorinated 
biphenyl (PCB) AND DDT,alone and in 
combination,to early life stages of coho 
salmon, Fish, Res. Board Can.31, pp. 
1543-1547. 

19. Heath, A. C., 1995. "Water pollution and 
fish physiology" 2nd Edition lewis, Boca 
raton, FL. pp. 425-463. 

20. Heisinger, JF., Green,W., 1975. Mercuric 
chloride uptake by eggsOf the ricefish and 
resulting teratogenic effects. BullEnviron 
Contam Toxicol 14, pp. 665–673 

21. Hodson, PV., Blunt, BR., Spry, DJ., 1978. 
chronic toxicity ofwater-borne and dietary 
lead to rainbow trout(Salmo gairdneri) in 
lake Ontario water. Water Res12, pp. 869–
878. 

22. Houck, A., Cech, J., 2004. Effect of 
dietary methylmercury on juvenile 
Sacramento blackfish bioenergetics,Aquat 
toxicoi 69, pp. 107-123 

23. Huang, L., Cao, Z.J., Ye, X.B., 2010 
Antioxidative responses and 
bioaccumulation in Japanese flounder 
larvae and juveniles under chronic 
mercury exposure, Comp. Biochem. 
Physiol. Toxicol.152, pp. 99–106.  

24. Jezierska, B., Witeska, M., 2001. Metal 
Toxicity to Fish. UniversityOf Podlasie 
Publisher, Siedlce, pp. 318-323. 

25. Kapur K, Yadav NA., (1982). the effects 
of certain heavy metalsalts on the 
development of eggs in common carp, 
Cyprinus Carpiovar. communis. Acta 
Hydrochim Hydrobiol10, pp.517–522. 

26. Kocan, R. M., Landolt, M. L., 1984. 
Alterations in patterns of excretion and 
other metabolic functions in develping fish 
embryos exposed to benzo(a)pyrene. 
Helgol. Meeresunters.37, pp. 493-504. 

27. Mori, K., 1979. Effects of Hg and Cd upon 
the eggs and fry of‘‘goldfish’’ Carassius 
auratus (Linnaeus). Bull Fac FishUniv Mie 
6, pp. 173–180. 

28. Oliveira Ribeiro, C. A., Torres, R. F., 
1995. "Acute effects evaluation of 
inorganic mercury on epidermis of 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
23

54
5.

13
92

.7
.2

.8
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

qu
de

v.
lia

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
15

 ]
 

                            12 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23223545.1392.7.2.8.9
https://aqudev.liau.ac.ir/article-1-91-fa.html


 99  ... هاي گوناگون کلرید جیوه بر مراحل تکوینبررسی اثر غلظت

Trichomycterus brasiliensis" Ecotoxicol. 
Environ 32, pp. 260–266. 

29. Oliveira Ribeiro, C. A., Belger, E., 
Pelletier, E. and Rouleau C., 2002. 
"Histopathological evidence of inorganic 
mercury and methyl mercury toxicity in 
the arctic charr ( Salvelinus alpinus)" 
Environmental  Research.,90, pp. 217-223. 

30. Perry, DM., Weis, J., Weis, P., 1988. 
Cytogenetic effects of methylmercury in 
embryos of killifish, Fundulus heteroclitus. 
Arch Environ Contam Toxicol 17, pp. 
569–574. 

31. Peterson, R.H., and martin –Robichaud, 
D.J., 1983.Embryo  movements of  
Atlantic  salmon(salmo salar)as in  
influenced by pH, temperature and state of  
development. Fish.Aquat. 40, pp. 777-782 

32. Samson, JC., Shenker, J., 2000. The 
teratogenic effects ofmethylmercury on 
early development of the zebrafish Danio 
rerio. Aquat Toxicol 48, pp. 343–354. 

33. Sharp, J.R., Neff, J.M., 1992. The toxicity 
of mercuric chloride and methylmercuric 
chloride to Fundulus heteroclitus embryos 
in relation to exposure conditions, 
Environ. Biol. Fish. 7, pp. 277–284. 

34. Verlecar, X.N., Jena, K.B., 2008. 
Modulation of antioxidant defences in 
digestive gland of Perna viridis (L.), on 
mercury exposures, Chemosphere.71, pp. 
77-85. 

35. Westernhagen, H., 1970. Erbriung der Eier 
vom Dorsch (Gadus morhua), flunfder 
(Pleuronectes flesus) and Scholle 
(Pleuronectes platesa) unter kombinieten 
Temperatuer and Salzgehaltsbedingungen. 
Helgol. Wiss. Meeresunters.21, pp. 21-
102. 

36. Weis, J.S., Weis, P., 1977. Effects of 
heavy metals on developmentof the 
killifish, Fundulus heteroclitus. J Fish 11, 
PP.49–54.

 
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
23

54
5.

13
92

.7
.2

.8
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

qu
de

v.
lia

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
15

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            13 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23223545.1392.7.2.8.9
https://aqudev.liau.ac.ir/article-1-91-fa.html
http://www.tcpdf.org

